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要旨 

 多細胞生物の発生や環境応答の過程では、遺伝子発現が細胞ごとに異なる動態を示すことがある。遺伝子発現の動態を

詳細に知るためには、生体内でレポータータンパク質を発現させ、そのシグナルの時空間変化を調べる必要がある。これ

までの遺伝子発現の動態解析では、シグナルが強く、かつ多色イメージングが可能である蛍光タンパク質が、レポーター

タンパク質として主に用いられてきた。しかしながら、蛍光の検出には励起光の照射が必須であるため、それが引き起こ

す細胞へのダメージや自家蛍光の発生といった問題に常に注意しなくてはならない。一方で、ルシフェラーゼを用いた発

光イメージングは、励起光を使用しないためこれらの問題を回避できる反面、シグナルが微弱で検出が困難であるという

問題があった。近年、発光検出器の感度の向上に伴い、このルシフェラーゼの短所は克服されてきている。本稿では、発

光イメージングの近年の進歩を概説し、筆者らが開発した細胞レベル発光イメージング系を紹介する。 

 

はじめに 

 ホタルなどの発光生物は、自ら光を生成するしくみをも

ち、生存戦略のひとつとして「発光」を利用している。こ

の「発光」は、ルシフェリンを基質としたルシフェラーゼ

による酵素反応の結果、化学エネルギーが光エネルギーへ

と変換することで生ずる[1]。ルシフェラーゼ遺伝子は、細

菌・昆虫・海産無脊椎動物といった様々な生物からこれま

でに単離・同定されており、注目する遺伝子のプロモータ

ー配列と融合させ、生体内に導入することで、遺伝子発現

の変動を推測するレポーターとして用いられてきた。発光

は、ルミノメーターによって検出されることが多いが、ル

ミノメーターは溶液試料中の発光量を測定する機器であ

るため、「どこで発光しているか」という空間情報を得る

ことができない。空間情報を得るためには、ルシフェラー

ゼは発光が微弱であるため検出が困難であった。しかし、

近年の検出カメラの感度の向上によって、発光シグナルを

画像として取得することが可能になり、これによってルシ

フェラーゼは遺伝子発現の時空間変化を解析するツール

として、さまざまな分野において選択されるようになって

きている。 

 本稿ではルシフェラーゼをレポータータンパク質とし

て用いた発光イメージング系の概要と、蛍光イメージング

と比較した際の利点について述べる。また、筆者らが行っ

ている細胞レベル発光イメージング系を用いた遺伝子発

現解析の例を紹介する。 

 

ルシフェラーゼによる発光反応 

 ルシフェラーゼは発光反応を触媒する酵素の総称であ

り、その立体構造や、反応基質、反応様式は生物種によっ

て大きく異なることが多い[1]。これまで同定されたルシ

フェラーゼの中で最もその反応機構がよく調べられてい

るのはホタル（Photinus pyralis）ルシフェラーゼであり、

レポータータンパク質として多くの研究で使用されてい

る。ホタルルシフェラーゼは、ATP およびマグネシウムイ

オンの存在下で、ホタルルシフェリンの酸化を触媒し、そ

の結果生じる励起状態のオキシルルシフェリンが基底状

態へ戻る際に、黄緑色（最大発光波長 562 nm）の光を生じ

る （図１）。ウミシイタケ（Renilla reniformis）ルシフェラ

ーゼは、カルシウムイオンの結合によって活性化され、基

質であるセレンテラジン（ウミシイタケルシフェリン）の

酸化を触媒する。放出される光は青緑色（最大発光波長

480 nm）である。発光細菌（Vibrio harveyi）ルシフェラー

ゼは、細菌における遺伝子発現の検出に用いられ、還元型

フラビンモノヌクレオチドの酸化反応を触媒し、結果とし
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て青緑色の光（最大発光波長 490 nm）が生じる。 

 
発光イメージングに用いる検出装置 

発光イメージングでは、シグナルを検出する機器として

電子増倍型 CCD （Electron Multiplying –CCD: EM-CCD）

カメラが用いられる。EM-CCD カメラは、通常の CCD カ

メラと異なり、受光部で発生した電荷をデジタル信号に変

換する前に、高電圧をかけて電荷を増幅させることができ

る[2]。EM-CCD カメラの登場により、発光シグナルを検

出する感度が飛躍的に上昇し、解析できる対象が広がった。 

 発光検出装置は、「暗箱一体型」と、「顕微鏡—カメラ独

立型」に分けられる。「暗箱一体型」は、カメラ、レンズ

が遮光性の高い暗箱に内蔵されており、暗箱内部の生きた

ままの小動物、植物、寒天培地上の微生物などからの発光

を検出することができる。「顕微鏡—カメラ独立型」は、EM-

CCD カメラを顕微鏡に接続する形式で構成される。その

場合には、顕微鏡本体を暗幕で覆い、入念に遮光する必要

がある。蛍光顕微鏡の使用に求められる暗条件とは異なり、

わずかな光の漏れがノイズとして映り込んでしまうため、

可能であるならば暗室内に顕微鏡システム一式を設置す

るのが望ましい。「顕微鏡—カメラ独立型」は、「暗箱一体

型」と異なり、顕微鏡システムの構成や解析ソフトウェア

が自由に選べることに加え、照明や温度制御など観察時に

おける試料の培養条件に柔軟に対応できるというメリッ

トがある。 

 

発光イメージングの利点 

 遺伝子の発現動態を調べる目的で生体イメージングを

行う場合には、レポータータンパク質の選択肢として、蛍

光タンパク質とルシフェラーゼが挙げられる。どちらも観

察目的によって得手／不得手な側面がある。この項では、

蛍光イメージングと比べた際の、発光イメージングの利点

について述べる。 

 蛍光タンパク質の検出には、生体試料に励起光を照射す

る必要がある。励起光は蛍光タンパク質以外の生体物質に

も吸収され、自家蛍光が発生する。蛍光タンパク質のシグ

ナル値が低い場合には、この自家蛍光は不規則な背景光と

して無視できない割合となり、シグナル値の信頼性が低下

する。一方、励起光を必要としない発光イメージングでは、

自家蛍光が発生しないことから、背景光を極めて低いレベ

ルに抑えることができる。したがって、蛍光イメージング

に比べ、シグナル値の信頼度が高く、定量性に優れると期

待される。 

また、励起光は、熱や活性酸素の発生、DNA 損傷など

を引き起こし、生体にダメージを与える。発光イメージン

グでは、励起光によるダメージがないため、生体試料の長

期的な経時観察をより低い侵襲性で行うことができる。 

レポーターシグナルを安定に検出できることも発光イ

メージングの利点と考えられる。励起光照射は蛍光タンパ

ク質特有の退色現象を引き起こすが、発光イメージングに

おいては、この問題を回避し、長時間かつ安定的なシグナ

ルの検出が可能である。ただし、基質の減少によるシグナ

ルの低下には注意が必要であり、この点については後の項

で詳しく述べる。 

 ルシフェラーゼによる発光シグナルは、プロモーター活

性の経時変動に対し、より高い時間的正確度で応答すると

期待される。蛍光タンパク質は、翻訳後すぐにはレポータ

ータンパク質として機能せず、アミノ酸残基間の環化・酸

化反応によって起きる発色団の形成が必要である。蛍光タ

ンパク質種によるが、シグナルとプロモーター活性の間に、

長ければ数時間の時間的ずれが生じることもある [3]。ル

シフェラーゼの機能に発色団の形成は必要なく、翻訳後す

ぐに機能することができる分、シグナル検出開始に至る時

間が短くなると期待される。また、ルシフェラーゼの方が、

概してタンパク質寿命が短い傾向にある。たとえば、野生

型ホタルルシフェラーゼの半減期が約 2 時間であるのに

対し、野生型 GFP は約 26 時間である[4][5]。このため、野

生型ホタルルシフェラーゼの方が野生型 GFP に比べ、プ

ロモーター活性の減衰に対してより時間的なずれが少な

く応答できると考えられる。ただし、発色団形成時間およ

びタンパク質寿命に関しては、近年多数の改良型蛍光タン

パク質が開発されており、蛍光タンパク質の時間的正確度

図１ 蛍光タンパク質発現細胞とルシフェラーゼ発現細胞の発光

様式の違い。ここではホタルルシフェラーゼの触媒反応例を示す。
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に関する短所は補われつつある[6]。 

 

ルシフェラーゼの改良 

 前項で、蛍光イメージングに対する発光イメージングの

利点を述べたが、発光イメージングにもいくつかの改善す

べき点がある。 

遺伝子の発現解析を行う際、複数遺伝子の発現変動パタ

ーンを同時に比較する実験や、遺伝子発現量の標準化が必

要な場合がある。生体イメージングにおいてこれらを行う

には、複数種のレポーターを用いた多色アッセイを用いる

必要がある。これは、異なる蛍光波長を発する蛍光タンパ

ク質あるいは蛍光色素を用いて、波長フィルタによって

各々のシグナルを分離し、異なるレポーターのシグナルを

独立に検出する手法である。かつてのルシフェラーゼを用

いた研究では、いずれのルシフェラーゼ種でも最大発光波

長が青緑色付近に近接していたため多色アッセイが難し

かった。しかし、現在では赤色や橙色発光型のルシフェラ

ーゼが単離および開発されており、同一の試料において複

数種のルシフェラーゼの発光シグナルを独立に測定する

ことが可能になってきた。 

 発光イメージングのもう一つの問題点はシグナルが微

弱なことである。短時間に変動する遺伝子発現を観察する

場合には、露光時間を長くすることができない。そこで、

シグナル強度の乏しさを、ルシフェラーゼと蛍光タンパク

質の融合タンパク質を作ることによって改善する方法が

考案された[7][8]。これは生物発光共鳴エネルギー移動

（BRET）の原理に基づいており、発光基質が光を放出す

るエネルギーを、近傍の蛍光タンパク質に転移させる。す

ると、蛍光タンパク質の光エネルギー変換効率がより高い

場合に、発光量が増えることになる。励起光を使わずに、

より明るいシグナルの観察を可能にする画期的な方法で

ある。 

 

発光イメージングを行う際の留意点 

 この項では、実際に発光イメージングを行う場合に特に

注意を要する点について述べる。 

第一の注意点は、基質の投与法である。観察対象が培養

細胞や植物体の場合は、基質の培地への添加や噴射投与、

あるいはマウスなどの小動物の場合には、静脈／腹腔内注

射による投与が一般的であるが、基質が解析対象の組織や

細胞に到達しているかを、恒常的発現を示す遺伝子プロモ

ーターを利用して確認する必要がある。 

第二の注意点は、基質の安定性である。ウミシイタケル

シフェラーゼを用いる場合、基質であるセレンテラジンは

培地中で非常に不安定であることが多い[9]。 長時間にお

よぶ生体イメージングでは、基質の追加投与を検討するか、

保護基を付加することによって安定化させたセレンテラ

ジンを用いる必要がある[10]。 

 

細胞レベル発光イメージングの実際 

 この項では、ルシフェラーゼを用いた遺伝子発現動態解

析の例として、筆者らが開発した細胞レベル発光イメージ

ング系について述べる。 

 筆者らは、コケ植物のヒメツリガネゴケ（Physcomitrella 

patens）を研究材料にして、分化体細胞の幹細胞化の分子

メカニズムの解明を目指している。ヒメツリガネゴケの葉

を切断し、培地中で生育させると、切断箇所に面した葉細

胞が幹細胞へと変化する[11]。幹細胞への運命転換が起こ

ったことは、先端成長と細胞分裂が起こることで判別でき、

切断後24時間から36時間のあいだに観察される（図２）。

         
図２ ヒメツリガネゴケの幹細胞誘導系。葉の切断によって、切り口の葉細胞が幹細胞化する。幹細胞は、先端成長をしながら細胞分裂を繰り返す。

写真は切断後0、32、40時間目（h）の葉。矢印は幹細胞を指す。写真中のスケールバーは100 µm （囲い枠の中は20 µm）を示す。 
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この幹細胞化は、光を完全に遮断した暗条件下では誘導さ

れず、光シグナルが必要であることが分かっている。 

 筆者らの研究室では、これまでに複数の幹細胞化を制御

する遺伝子を同定してきた。それらは幹細胞化過程におい

て、自己フィードバック制御を含む遺伝子ネットワークを

形成すると考えられている。各々の遺伝子の制御関係を明

らかにするために、野生型と変異体間における遺伝子発現

の比較解析を行う必要があるが、それには発現変化量を正

確にモニターできる高い定量性をもった解析系が適して

いる。また、幹細胞化までの 24〜36 時間という比較的短

時間に変動する遺伝子発現を、時間的なずれを少なくして

検出する必要がある。さらに、幹細胞と非幹細胞は隣り合

っているため、それらを区分して独立に遺伝子発現を測定

したい。 そこで筆者らは、ヒメツリガネゴケの幹細胞誘

導系において、「高い定量性」かつ「高い時間的正確度」

で、「細胞ごと」に遺伝子発現量を測定する系の確立を目

指し、細胞レベル発光イメージング系を独自に開発した。

発光検出装置は「顕微鏡—カメラ独立型」を採用し、倒立

顕微鏡や EM-CCD カメラなどから構成される顕微鏡解析

システム一式を、温度制御可能な暗室内に設置した。次に、

幹細胞誘導には光が必要であるが、一方で発光検出時には

完全な暗条件である必要がある。この障害を乗り越えるた

め、「顕微鏡—カメラ独立型」システムの利点を活かし、別

途 LED 照明装置とプログラムタイマーを導入し、明暗サ

イクルを作り出した（図３A）。ホタルルシフェリンは、葉

に接する寒天培地にあらかじめ添加した。解析対象遺伝子

のプロモーター配列とホタルルシフェラーゼ遺伝子の融

合遺伝子を導入した安定形質転換体を作成し観察試料と

した。 

 実際の例として、ルシフェラーゼを用いて行った、幹細

胞化を促進する RNA 結合タンパク質遺伝子のプロモータ

ー活性の解析画像を示す（図３B）。本プロモーターレポー

ターラインの切断した葉の各細胞から、発光反応に由来す

るシグナルが検出された。このように、背景光と明確に区

        
図３ 幹細胞化を促進するRNA結合タンパク質遺伝子のプロモーター活性レポーターラインを用いた、幹細胞誘導時における発光強度の推移の定量

解析。（A）発光シグナルの検出スケジュール。30分間の暗期にEM-CCDカメラによる発光シグナルの検出を行う。（B）葉切断後0、8、16、32時

間目（h）のプロモーター活性（疑似カラー）と 明視野の重ねあわせ画像。1回の撮影あたりの露光時間は2分間で行った。写真中のスケールバーは

100  µmを示す。（C）葉切断後32時間目までの幹細胞（左）および非幹細胞（右）の発光強度の推移。それぞれのプロットは細胞ごとの発光強度の

変化を示す。 
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別できる発光シグナルが検出されれば、画像解析ソフトウ

ェアを用いて、発光強度の時間推移を細胞ごとに区分化し

て定量解析することができる。図３C は、画像中の全細胞

を「幹細胞」と「非幹細胞」にグループ分けし、発光強度

の時間推移を細胞ごとにプロットしたグラフである。これ

を見ると、個々の細胞における本遺伝子のプロモーター活

性の動態は、特に「非幹細胞」グループ内において多様で

あり、それらは決して同一のアイデンティティーをもった

細胞集団ではないことが分かる。 

 同一の培養条件で生育させ、外見上は同じ状態にある細

胞の集団であっても、細胞ごとのばらつきや遺伝子発現の

ゆらぎが観察される [12]。それらを計測するには、遺伝子

発現の変化を“同一の細胞”で追跡する必要があり、それ

はシングルセルトランスクリプトームのような一点のみ

の解析系では困難である。細胞レベル発光イメージング系

は、幹細胞化過程における遺伝子発現の微細なゆらぎや細

胞間のばらつきを検出し、細胞ごとの発現動態を比較する

のに適した解析系である。 

 

おわりに 

 本稿で述べたように、発光イメージングには多くの利点

があり、これまで見えなかった生命現象を発見し、新たな

研究展開を導く可能性を含むツールである。今後、新しい

技術開発とともに、より幅広い解析対象において活用が進

むことが期待できる。 
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